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抄録：歯の萌出後, 断裂して残った上皮細胞の集団であるマラッセの上皮遺残は
上皮―間葉間相互作用によって歯根膜の恒常性維持に関与している可能性があ
る. エナメルマトリックスプロテインの amelogenin, ameloblastin およびエナ
メルマトリックスプロテアーゼの MMP-20, KLK 4 はエナメル質形成に大きく
関与するが, セメント質形成後の関与に関しては未だ不明である . 本研究では, 
マラッセの上皮遺残由来上皮細胞と歯根膜由来線維芽細胞を同一シャーレ内で
共培養し, その細胞間相互作用による amelogenin, ameloblastin, MMP-20 お
よび KLK4 の発現に関する検討を行った. 東北大学病院口腔外科外来で抜歯し
た第三大臼歯より歯根膜組織片を採取し , 無血清混合培地により同一組織片よ
り上皮細胞および線維芽細胞を培養した . 上皮細胞および線維芽細胞間の境界
部を確認した後, サンプルとして実験に用いた. 細胞は, 10 分間 4%parafor- 
maldehyde で固定後, 通法に従い in situ hybridization 法, 半定量的 RT-PCR 法
にて amelogenin mRNA, ameloblastin mRNA, MMP-20 mRNA, KLK4 mRNA
の発現を解析した. コントロールとして, 上皮細胞のみを培養したものを用い
た. in situ hybridization 法では, 共培養したサンプルの上皮細胞に amelogenin 
mRNA, ameloblastin mRNA, KLK4 mRNA の発現が強くみられたが, MMP-20 
mRNA は発現がみられなかった. コントロールの上皮細胞は amelogenin 
mRNA, ameloblastin mRNA の発現が強くみられ, KLK4 mRNA の発現は弱か
った. MMP-20 mRNA は発現がみられなかった. RT-PCR 法では, amelogenin 
mRNA の発現に有意差はみられなかった. また, 共培養したサンプルに
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ameloblastin mRNA および KLK4 mRNA の有意な発現がみられた. 一方, 
MMP-20 mRNA の発現はいずれも観察されなかった. 増殖したマラッセの上皮
遺残は線維芽細胞との相互作用により細胞接着能を有する ameloblastin と, そ
れを分解する KLK4 を発現し, マラッセの上皮遺残が歯根面への接着を調節す
ることによって, 感染等による病的状態から歯根嚢胞を形成して歯根膜を保護
することに関与している可能性が示唆された . 
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緒言 
 
ヒトの歯が有髄 , 無髄に関わらず , 十分機能を果たすためには , 歯根膜の存
在が必要である . また, 歯周病で歯が失われる過程では , 感染などによる歯根
膜の破壊から歯槽骨の吸収が起こると考えられる . 歯根膜は歯槽骨と歯のセメ
ント質の間に存在し , 歯を支持する組織である . 歯根膜の破壊が生じた後 , セ
メント質はそのまま残るが , そのときのセメント質は歯根膜の足場としての機
能を失っているため , 歯を健全な状態に維持できない . したがって , 骨と同様 ,
新たに歯根膜の足場となるセメント質の再生が必要となる . 骨の再生はこれま
で多くの研究がなされ , 研究成果も得られているが , セメント質の再生はいま
だ不明な点が数多く残されている . これは, 骨とセメント質が同じ硬組織であ
るが, もともと発生の過程が大きく異なるからである . 
歯の発生は口腔上皮の肥厚に始まり, 歯原性由来上皮-間葉系細胞の相互作用
により発生が進行する . 最終的には歯原性由来上皮細胞のヘルトウィッヒの上
皮鞘が断裂して歯根を完成させていく . 歯の石灰化は骨と異なり , 上皮細胞が
大きく関与する . さらに , 歯のセメント質形成とエナメル質形成において異な
ることは , 同じ歯原性由来上皮細胞に対する間葉細胞が異なる点である . セメ
ント質はいずれ歯根膜に代わる歯小嚢由来線維芽細胞が , エナメル質は歯乳頭
に存在する象牙芽細胞が相互に関与してそれぞれの石灰化を誘導する . 
2007 年, 人工歯胚作製技術の開発によりマウスの抜歯窩で人工歯胚が成長す
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ることが Nakaoら 1, 2)により報告され, その後, この歯胚を利用して欠損部に移
植することも可能になった . 人工歯胚の実現をもたらしたのは , 歯原性由来上
皮-間葉系細胞の細胞間相互作用を利用したことからであった . しかし, 使用さ
れた細胞は胎児由来であるため , 臨床応用するには新たな問題が残った . すな
わち, 胎児由来ではなく , 患者本人から入手可能な幹細胞を用いて歯を再生で
きる技術開発が求められている. 一方, Shinmura ら 3)は, 歯根完成後のブタの
マラッセの上皮遺残と歯胚の歯髄由来間葉細胞を混培養することによってエナ
メル様組織の再生を可能にし, 歯原性由来上皮-間葉系細胞の細胞間相互作用に
よってマラッセの上皮遺残の石灰化の可能性を引き出した . 
これまで, われわれはヒト歯根膜組織片から上皮細胞の発現を促し（発現率
22.2%(N=225)  4)）さらに上皮細胞および同由来線維芽細胞を同一シャーレ内で
培養し, その細胞間相互作用に関する研究を行ってきた . この培養系は , 初め
に通法に従い線維芽細胞を培養した後 , 培地を新たに無血清混合培地に交換す
ることによって上皮細胞を誘導し , 細胞間の境界が明瞭な状態で共培養ができ
る. 本研究の培養系における歯根膜由来上皮細胞は歯肉由来上皮細胞とは異な
り, amelogenin, alkaline phosphatase, osteopontin の石灰化に関与するタンパ
クを発現することが確認されている 5). また, 共培養における上皮細胞-線維芽
細胞間境界部の上皮細胞側で骨の石灰化タンパクの osteocalcin の発現が, 線維
芽細胞側で bone sialoprotein の発現が強くみられた 6). このことは, 上皮細胞-線
維芽細胞間相互作用が石灰化に大きく関与することを示唆するものである . ま
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た , さらに , 細胞間相互作用により , 基底膜の構成成分が上皮細胞-線維芽細胞
間境界部で発現し 7), 基底膜のリモデリングに関与する酵素 MMP-2 および
MMP-14 も同定され 8), 歯根膜の幅を一定に保つ恒常性の維持にマラッセの上皮
遺残が関与する可能性があることも明らかにしてきた . 
さまざまな研究者がセメント質の形成にエナメルマトリックスタンパクの関
与を報告している 9-15). エナメル質の石灰化に際し , 歯原性由来上皮細胞であ
るエナメル芽細胞はエナメルマトリックスタンパク質を合成 , 分泌する . 
amelogenin はエナメルマトリックスタンパク質の 90％以上を占め, エナメル
質形成の前分泌期から分泌期にかけて強く発現し , さまざまなアイソフォーム
を有する. 一方, ameloblastin はエナメルマトリックスタンパク質の 5%を占め, 
エナメル質形成の分泌期から成熟期にかけて強く発現する . エナメルマトリッ
クスおよびプロテアーゼの MMP-20 および KLK4 は, それぞれ amelogenin お
よび ameloblastin の異なる場所でタンパク質を分解し, それに伴いエナメル質
の結晶が成長していく 16). Hatakeyama17)らは amelogenin ノックアウトマウス
の歯根が破骨細胞により吸収されることから, amelogenin がセメント質の吸収
に重要な役割を果たすと報告した. 一方, Hasegawa ら 13)は, 人工的に作ったセ
メント質の吸収窩においてマラッセの上皮遺残が osteopontin および
ameloblastin を発現することを確認した. Nuñez ら 14)は培養したセメント芽細
胞にエナメルマトリックスタンパクである amelogenin, amelobalstin, 
enamelin, tuftelin とセメント質関連タンパクである cementum protein 1, 
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cementum attachment protein の発現を報告した. これらのことから, エナメ
ルマトリックスタンパク質はセメント質形成に大きく関与する可能性がある . 
上皮-間葉相互作用はセメント質の形成と吸収に関与するが , 上皮-間葉相互作
用とエナメルマトリックスタンパク質およびプロテアーゼの関与に関してはい
まだ不明な点が多い . 本研究では, 上皮細胞-線維芽細胞間相互作用によるエナ
メルマトリックスタンパクの amelogenin mRNA, amelobalstin mRNA, エナ
メルマトリックスプロテアーゼの MMP-20 mRNA, KLK4 mRNA の発現を in 
situ hybridization 法および遺伝子の定量化を半定量的 RT-PCR 法にて検討を行
った. 
 
材料および方法  
 
1. 細胞培養 
歯根膜組織片は, 東北大学病院に来院した 21～28 歳の患者より抜歯した上下
顎第三大臼歯根中央 3 分の 1 より採取した(Fig.1-a). 患者からは術前に抜去歯
の組織の一部が実験に供されることの同意を得ている . なお, 本研究は, 東北
大学大学院歯学研究科研究倫理専門委員会にて承認済(23-1)である. 
 これらの組織片を約 1mm2 に細切し, 細切した組織片はディッシュに静置し , 
10%ウシ胎仔血清（FBS）（大日本製薬）および抗生物質（60 µg/ml kanamycin
（明治製菓）, 20 units/ml penicillin G potassium（萬有製薬）, 10 µg/ml 
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amphotericin B（Sigma-Aldrich、USA））含有MEM 培地（Sigma-Aldrich）
にて線維芽細胞の培養を行った. 1 週間後, 5 µg/ml insulin（Sigma-Aldrich）, 0.5 
µg/ml hydrocortisone（Sigma-Aldrich）, 10 µg/ml transferrin（Sigma-Aldrich）, 
14.1 µg/ml phosphorylethanolamine（Sigma-Aldrich）, 10 ng/ml EGF
（Sigma-Aldrich）含有 MCDB153 培地 (Sigma-Aldrich)とMEM 培地を 3:1
に配合した無血清混合培地に 40µg/ml ウシ脳下垂体エキス（極東製薬）および
抗生物質を添加した培地に交換し, 同一組織片から上皮細胞を誘導させ, これ
をサンプルとして用いた（IEF 細胞: epithelial rests of Malassez cells (E) and 
periodontal ligament fibroblasts (F) at the interface (I)）（Fig.1-b）. 無血清
混合培地の交換は 2～3 日ごとに行った. 
 細胞がサブコンフルエントになったら , 75µg/ml protease (Sigma-Aldrich), 
200µg/ml EDTA（和光純薬工業）含有 PBS 溶液（プロテアーゼ溶液）を 5～10
分作用させ, 線維芽細胞を剥離した（Fig.1-c）. PBS にて 3 回洗浄後, 再度, プ
ロテアーゼ溶液を 15～20 分作用させ上皮細胞を回収した. 35mm ディッシュに
播種した上皮細胞をコントロールとした（PE 細胞: epithelial rests of Malassez 
(E) cells from periodontal (P) ligament cultured alone）（Fig.1-d）. 継代後の
培地も無血清混合培地とし, 2～3 日毎に培地交換を行った. 
2. in situ hybridization 法 
 本研究に用いたオリゴヌクレオチドプローブは, 米国生物工学情報センター
（NCBI; National Center for Biotechnology Information）が提供している塩
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基配列データを蓄積・提供している GenBankTM より amelogenin mRNA, 
ameloblastin mRNA, MMP-20 mRNA, KLK4 mRNA に対する塩基配列を検索
した後（Table1）, PCR 用プライマーの設計支援ソフトウェア Primer3 
(Whitehead_Institute and Howard Hughes Medical Institute, USA)にて本研
究で用いた PCR用プライマー間にオリゴヌクレオチドプローブの設計を行った .
この設計をもとにオリゴヌクレオチドプローブは日本遺伝子研究所（仙台）に
て合成された. ビオチン標識は 3’末端とし, amelogenin mRNA, ameloblastin 
mRNA, MMP-20 mRNA, KLK4 mRNA に対するホモロジ―の検索をインター
ネット上の国際塩基配列データベース GenBankTM にて行い, 他の塩基配列と
交差することはなかった. 
 細胞は 4% paraformaldehyde（和光純薬工業）/PBS にて 10 分間固定し, PBS
洗浄後, 3%H2O2にて内因性ペルオキシダーゼを阻害した . ビオチン化オリゴヌ
クレオチドプローブを 95˚C, 5 分間加熱後, 37˚Cにて一晩反応させた. PBS 洗浄
後, 陽性細胞は ExtrAvidin® peroxidase solution (Sigma-Aldrich)および
diaminobenthidine (DAB) (Sigma-Aldrich)にて発色させて検出した. 核はヘマ
トキシリン（和光純薬工業）にて染色した . 
3. RT-PCR 法 
 上皮細胞と線維芽細胞の境界部のサンプルを取り出すために , ワセリンを底
部にぬった直径５mm のシリコンリングを境界部に挿入し , 抽出した(Fig.2). 
抽出したサンプルは RNeasy®  Mini Kit（QiagenPty, Australia）を用いて RNA
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を抽出した. 本研究に用いたプライマーはオリゴヌクレオチドプローブと同様 ,
国際塩基配列データベース GenBankTM にて mRNA の塩基配列を検索した後 , 
PCR 用プライマーの設計支援ソフトウェア Primer3Plus にて設計を行った
（Table2）. この設計をもとにプライマーは日本遺伝子研究所にて合成された . 
amelogenin mRNA, ameloblastin mRNA, MMP-20 mRNA, KLK4  mRNA, 
glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)mRNA に対する塩基
配列は Table2 に示す . サンプル（0.025g/ml）は Taq DNA Polymerase 
(Invitrogen, USA)を用い , ランダムプライマー法にて PCR 反応を行った
（Table2）. PCR 産物は, 1.5%アガロースゲル（Invitrogen）を用いて電気泳動
後 , バンドを検出した . サンプルは N=5 とし , 結果は解析ソフト Image J 
(National Institutes of Health、USA)にて半定量化し, 各群間の差を Student t- test
にて統計的に解析した. 
 
結果 
 
1. amelogenin mRNA, ameloblastin mRNA, MMP-20 mRNA, KLK4 mRNA
発現細胞の検討  
 
共培養したサンプル IEF 細胞の上皮細胞に amelogenin mRNA, ameloblastin 
mRNA , KLK4 mRNA の発現が強くみられたが（Fig.3-b, d, h）, MMP-20 
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mRNA は発現がみられなかった（Fig.3-f）. コントロールの PE 細胞は
amelogenin mRNAおよび ameloblastin mRNAの発現が強くみられ（Fig.3-a, 
c）, KLK4 mRNA の発現は弱かった（Fig.3-g）. MMP-20 mRNA は発現がみ
られなかった（Fig.3-e）. マラッセの上皮遺残細胞と歯根膜由来上皮細胞の
境界（基底膜様構造物）をなくして, 完全に混培養した場合, MMP-20 mRNA
の発現がみられたことから, 本培養系では異なる結果となった 19) 
 
2. amelogenin mRNA, ameloblastin mRNA, MMP-20 mRNA, KLK4 mRNA
の誘導に対する細胞間相互作用の影響 
 
 RT-PCR 法による amelogenin mRNA, ameloblastin mRNA, MMP-20 
mRNA, KLK4 mRNA の発現および GAPDH に対する amelogenin mRNA, 
ameloblastin mRNA, KLK4 mRNA の発現をグラフに示した（Fig.4） . 
amelogenin mRNA の発現に有意差は認められなかったが , ameloblastin 
mRNA, KLK4 mRNA の発現は, 有意差が認められた. MMP-20 mRNA の発現
はいずれも観察されなかった.  
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考察 
 
エナメルマトリックスタンパク質およびプロテアーゼは歯の発生において重
要な役割を果たす. エナメルマトリックスプロテインの amelogenin はエナメ
ル質形成においてエナメル芽細胞が円柱状になり , 分化が進む時期から発現し,   
エナメルマトリックスを分泌する時期（分泌期）に強く発現し , エナメルマトリ
ックスが石灰化する時期（成熟期）に発現が観察されなくなる . 一方 , 
ameloblastin は分泌期に強い発現をし, 減少はするが成熟期にかけて発現が観
察される. また, エナメルマトリックスプロテアーゼの MMP-20 は分泌期から
成熟期初期（移行期）にかけて発現し, KLK4 は移行期から成熟期に発現が観察
される 16,20,21). 本研究では , IEF 細胞 , PE 細胞ともに amelogenin mRNA,  
ameloblastin mRNA, KLK4 mRNA が観察されたが, MMP-20 mRNA はともに
観察されなかった. amelogenin mRNA はエナメル質形成の成熟期に発現が観
察されなくなるが , 歯根形成後のマラッセの上皮遺残で , 再度, 発現すること
になる . Shinmura ら 3)は , ブタのマラッセの上皮遺残を単独で培養した時 , 
amelogenin は発現しないが , ブタ歯胚由来歯髄細胞と共培養すると , 
amelogenin は発現したと報告している. すなわち, 間葉系歯髄細胞との相互作
用によって amelogenin は誘導されたことになる. 本研究における初代培養で
は, ヒト歯根膜由来上皮細胞と線維芽細胞が完全に分離した状態で同一ディッ
シュ上に培養され, 両細胞間で上皮-間葉相互作用が行われ amelogenin が発現
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したと考えられる . 線維芽細胞を除去した後 , 上皮細胞のみ培養しても
amelogenin は発現し続けていた. さらに, RT-PCR における解析では, IEF 細胞
と PE 細胞間に amelogenin mRNA の発現に有意な差はみられなかった. 一度, 
誘導された amelogenin はそれを抑制する因子が働かない限り , あるいは, セメ
ント質の石灰化が始まらない限り , そのまま上皮細胞に発現し続けることが考
えられた.  
Hatakeyama ら 17)は, amelogenin ノックアウトマウスの歯根が破骨細胞によ
り吸収されることから , amelogenin の選択的スプライシングフォームである
M180 および leucine-rich amelogenin peptide（LRAP）がセメント質の吸収に
重要な役割を果たすと報告した. 本研究における amelogeninは exon 6Bの一部, 
6C, 6D を含む塩基配列を有し, 日本遺伝子研究所においてシークエンスの解析
を行い , インターネット上の GenBankTM にてホモロジ―を確認すると , 
amelogenin X（Accession no. NM 182681.1）で 98%の相同性を有した. この
ため, 本研究における amelogenin は exon 6B, 6C を含まない LRAP ではなか
った. Hu ら 23)は, 選択的スプライシングによってマウス amelogenin mRNA は
9 個あると報告した. この塩基配列を比較すると, 本研究の amelogenin は長い
塩基配列を有することが考えられる. 
Chun ら 24)は, 分泌期の ameloblastin の分解は KLK4 ではなく MMP-20 で
あると報告した. Caterina ら 25)は, MMP-20 ノックアウトマウスがエナメル質
形成不全を引き起こすことを報告した . また, Bartlett ら 26)は, MMP-20 ノック
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アウトマウスのエナメル質を物理的に調査し , エナメル質の結晶形成において
MMP-20 が重要であると報告している. Ryu ら 27)は, MMP-20 は proKLK 4 を活
性化し, 活性化した KLK4 は amelogenin を分解すると報告している. これら
のことから , エナメルマトリックスタンパク質が移行期に急激に減少するうえ
で, MMP-20 はエナメル質の石灰化に重要なカギを握ると考えられる . 本研究
では, 上皮細胞, 線維芽細胞いずれの細胞も MMP-20 は発現しなかった. すな
わち, 本培養系ではセメント質の石灰化は起こらない可能性が高い . われわれ
は, 細胞間相互作用により , 基底膜の構成成分が上皮細胞-線維芽細胞間境界部
で発現したことを確認した 7). セメント質は無細胞セメント質と有細胞セメン
ト質に分かれる . 無細胞セメント質はヘルトヴィッヒの上皮鞘が断裂する際, 
歯小嚢由来線維芽細胞が断裂部位に入り込んで形成される . ヘルトヴィッヒの
上皮鞘の断裂は基底膜の破壊ももたらす. このため, 本研究における培養系で
は上皮細胞と線維芽細胞間に基底膜様構造が確認されていたため, 石灰化へ向
かわないことが推察された. 一方, 浜本ら 28)は, ラット臼歯に炎症性刺激を与
えることによってマラッセの上皮遺残の増殖を観察している . さらに , 
Hamamoto ら 29)は , 歯髄炎を誘導することによってマラッセの上皮遺残が
amelogenin を発現することを報告している . MMP-20 による amelogenin の分解
が起こらないことから , 本研究で増殖した歯根膜由来上皮細胞の発現した
amelogenin は炎症下でのセメント質の吸収を阻害する働きがある可能性が考
えられた.  
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Fukumoto ら 30)は, ameloblastin はエナメル芽細胞の細胞接着性を有し , 細
胞増殖を妨げ, 細胞分化の状態を維持すると報告している . Zeichner-David ら
10)は , ヘルトウィッヒの上皮鞘は ameloblastin を発現するが , amelogenin, 
enamelin を発現しないと報告している. Hasegawa ら 13)は, マラッセの上皮遺
残はセメント質修復初期に ameloblastin を発現し, amelogenin, enamelin を発
現しないが, 細胞増殖はみられると報告した . エナメル質 , 有細胞および無細
胞セメント質の形成に際し, ameloblastin は歯原性由来上皮細胞により産出さ
れるが, その役割は主に歯原性由来上皮細胞の象牙質あるいはセメント質面へ
の接着が考えられる. 本研究では, IEF 細胞に ameloblastin mRNA と KLK4 
mRNA の有意な発現がみられた . 増殖する上皮細胞に対して上皮細胞-線維芽
細胞間相互作用が働くことによって ameloblastin が誘導されることは, 上皮細
胞が歯根面に接着し , 機械的刺激あるいは感染等による病的状態から歯根膜を
保護するために引き起こされることが推察される . さらに, ameloblastin の過
剰な発現を抑えるため, KLK4 の誘導も引き起こされたと考えられる . 
本研究のヒト歯根膜由来上皮細胞-線維芽細胞間相互作用は , 直接, セメント
質の石灰化に結びつくような結果にはならず , むしろ, う蝕による根管からの
感染あるいは咬合力や矯正力といった機械的刺激に対する生体防御反応として
エナメルマトリックスタンパク質およびプロテアーゼの誘導 , 抑制がなされ , 
歯根膜に影響を及ぼすことが示唆された . しかしながら , 石灰化に関与するエ
ナメルマトリックスタンパク質および , プロテアーゼの発現が確認されたこと
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から, 今後は, 上皮細胞-線維芽細胞間相互作用をセメント質再生の観点から検
討する必要があると考えられた. 
 
結論 
 
 本培養系のヒト歯根膜由来上皮細胞-線維芽細胞間相互作用により, ヒト歯根
膜由来上皮細胞に ameloblastin mRNA と KLK4 mRNA は発現したが, 
amelogenin mRNA の発現には影響を及ぼさなかった. また, MMP-20 の発現は
観察されなかった. 以上より, 増殖したマラッセの上皮遺残は線維芽細胞との
相互作用により細胞接着能を有する ameloblastin と それを分解する KLK4 を
発現し, マラッセの上皮遺残が歯根面への接着を調節することによって , 感染
等による病的状態から歯根嚢胞を形成して歯根膜を保護することに関与してい
る可能性が示唆された . 
  
 
 
 本研究の一部は科学研究費補助金基盤研究（C）課題番号 23592880 の補助の
下に行われた. 
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Table 1. Oligonucleotide probes used for in situ hybridization.  
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